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1. Resumen 
La envoltura cloroplástica ha sido poco estudiada desde el punto de vista proteómico por la 
alta hidrofobicidad de sus componentes protéicos. Hemos realizado un estudio de mapeo por 
electroforesis bidimensional (2DE) partiendo de extractos enriquecidos en proteínas de 
envoltura interna (IE) y externa (OE) de cloroplasto de Pisum sativum. Las muestras se 
cuantificaron por el método de Bradford y se solubilizaron en tampón Hippler antes de la 
focalización isoeléctrica (IEF). La primera dimensión (IEF) se realizó en tiras de 7 cm IPG 
(Bio-Rad) con un gradiente lineal de pH 3-10 para IE con 45 µg de proteína aplicada, mientras 
que para las muestras de OE se utilizó un gradiente lineal de pH 5-8 con 80 µg de proteína. 
Estos valores se determinaron por estudios preliminares. La segunda dimensión fue una 
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Los geles fueron 
teñidos con Coomassie coloidal y analizados con el programa PDQuest 8.0. Se utilizaron dos 
réplicas biológicas para cada envoltura y se hicieron 4 geles de cada réplica. Se consideraron 
spots consistentes aquellos que aparecieron en los 8 geles correspondientes a cada muestra (IE 
160 spot y OE 181 spots). Estos spots se sometieron a una digestión tríptica y se identificaron 
por MALDI-TOF. El porcentaje de identificación es bajo pero se han encontrado proteínas de 
interés que evidencian las funciones de la envoltura cloroplástica. 
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2. Abreviaturas 
2DE……………….………………………………………………...electroforesis bidimensional 
β-DDM………………………………………………………………………β-dodecil maltosido 
ATP………………………………………………………………………….. adenosín trifosfato 
BSA……………………………………………………………………….…….albúmina bobina 
CHAPS…………………..3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-2-hidroxi-1-propanosulfonato 
DNA…………………………………………………………………..ácido desoxirribonucleico 
DTT……………………………………………………………………………………ditiotreitol 
EDTA………………………………………………………………ácido etilendiamintetrácetico 
ESI…………………………………………………………...ionización por electronebulización 
HPLC…………………………………………………...cromatografía líquida de alta resolución 
IEF………………………………………………………………………focalización isoeléctrica 
LC………………………………………………………………………….cromatografía líquida 
LC-MS/MS……………...cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem  
m/z…………………………………………………………………………………… masa/carga 
MALDI……………………………………..desorción e ionización por láser asistida por matriz 
MS………………………………………………………………………espectrometría de masas 
MS/MS……………………………………………………...espectrometría de masas en tándem 
MudPIT…………………………….tecnología de identificación multidimensional de proteínas  
pI……………………………………………………………………………….punto isoeléctrico 
PMSF………………………………………………………….… fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PSA………………………………………………………………………...persulfato de amonio  
RC…………………………………………………………………………..…centro de reacción 
SDS………………………………………………………………………dodecilsulfato de sodio 
SDS-PAGE…………………………………..electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
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3. Introducción  
3.1. El cloroplasto 
El cloroplasto es un compartimento subcelular esencial para las plantas, pues es donde se 
realiza la fotosíntesis. Los cloroplastos son orgánulos semiautónomos, ya que presentan un 
DNA propio (DNA cloroplástico), pero también dependen en gran medida del DNA nuclear 
que codifica proteínas que son traducidas en el citosol y que finalmente son trasportadas al 
interior del cloroplasto. Muchos son los procesos metabólicos que se llevan a cabo dentro del 
cloroplasto y éstos son esenciales para el funcionamiento de las células vegetales.  
El cloroplasto se encuentra envuelto por un sistema de doble membrana, denominadas 
envoltura interna y externa. La región acuosa encerrada por la membrana interna se llama 
estroma. El espacio entre las membranas interna y externa se denomina espacio 
intermembranal (Figura 1). Este sistema de membranas es esencial para el funcionamiento del 
cloroplasto, puesto que controla el intercambio de sustancias entre el interior (estroma) y el 
citosol. 
 
Figura 1. Estructura del cloroplasto (http://virtualcta.blogspot.com/2010/02/cloroplasto.html). 
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La doble envoltura cloroplástica lleva a cabo el transporte de metabolitos, proteínas y 
mensajeros entre el citosol y el interior del cloroplasto. La membrana interna está implicada en 
la replicación del DNA y la transcripción del genoma del cloroplasto1. La envoltura externa del 
cloroplasto es permeable a la mayor parte de metabolitos de bajo peso molecular, mientras que 
la membrana interna es prácticamente impermeable para la mayoría de las sustancias. Sin 
embargo, ambas envolturas son muy permeables al CO2, sustrato de la síntesis de los hidratos 
de carbono. En esta doble membrana cloroplástica se desarrollan importantes procesos como la 
biosíntesis de glicolípidos, la desaturación y exportación de ácidos grasos, el transporte de 
numerosos metabolitos y la síntesis de derivados de lípidos, entre otros, de vital importancia 
para la vida de la planta. También están presentes en la membrana del cloroplasto algunos 
complejos proteicos, como el compuesto por las proteínas transportadoras de membrana 
interna y externa TIC y TOC respectivamente2.  
En el estroma del cloroplasto se encuentran un gran número de proteínas y enzimas que 
participan en la fotosíntesis y en otras rutas metabólicas anabólicas. Las funciones más 
importantes que se desarrollan en el estroma son la fotosíntesis, síntesis de componentes 
esenciales dentro del cloroplasto como hormonas, ácidos grasos, lípidos, aminoácidos, 
vitaminas (B1, K y E), nucleótidos purínicos y pirimidínicos, y algunos metabolitos 
secundarios como alcaloides o isoprenoides. Por esta razón, el cloroplasto requiere también de 
la asimilación de nitrógeno y azufre, componentes esenciales de los productos sintetizados en 
su interior. Además de estas funciones, el estroma presenta también maquinarias 
transcripcionales y traslacionales1. 
Suspendida en el interior del estroma existe una membrana continua denominada membrana 
tilacoidal, que encierra un espacio interno conocido como lumen. La membrana tilacoidal
para 
las reacciones primarias dependientes de la luz en fotosíntesis
conectan los grana. Las porciones de la membrana tilacoidal que se localizan dentro de los 
grana, y que  expuestas al estroma, se llaman lamelas granales, mientras que 
las porciones de la membrana tilacoidal expuestas al estroma se conocen como lamelas 
estromales. 
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Embebidos en las membranas tilacoidales se localizan varios complejos multiproteicos: 
fotosistema I (PSI), fotosistema II (PSII), citocromo b6f (cit b6f) y ATP sintasa; cada uno de 
ellos 3. 
- aproximadamente -
reacción (CR) y 
complejos “antena”. Los complejos “antena” captan n 
, los pigm
como donador y aceptor de electrones. La separación
aceptores secundarios de electrones y cataliza un transporte electrónico a través de la 
membrana tilacoidal, que proporciona a la célula vegetal el poder reductor en forma de 
NADPH. Como consecuencia de estos procesos también se establece un gradiente de pH a 
 lugar a la formación de ATP catalizada por la ATPsintasa 
(fosforilación fotosintética). 
3.2. Técnicas de proteómica 
La proteómica se encarga del estudio del proteoma, que se define como el conjunto de 
proteínas expresadas por un organismo, o parte de él, en un momento dado. Este concepto fue 
definido por Wilkins y colaboradores en 19964. Mientras que el genoma de un organismo es 
esencialmente constante a lo largo de la vida, el proteoma tiene un carácter dinámico: la 
expresión de proteínas cambia en diferentes etapas del ciclo celular pero también en respuesta 
a acciones externas5. Esto ocurre tanto en un estado normal como en uno de estrés, lo que se 
traduce a nivel molecular en cambios en los patrones de expresión de proteínas. Es 
precisamente esta variabilidad del proteoma lo que lo hace tan atractivo para la investigación. 
Uno de los retos actuales de la proteómica es la detección y caracterización de las proteínas 
menos abundantes en las muestras biológicas. Esta limitación es resultado del amplio rango de 
expresión en que se encuentran las proteínas en una célula o fluido biológico. Las estrategias 
que se han desarrollado para resolver este problema están basadas en la combinación de 
métodos de fraccionamiento a nivel de proteínas y a nivel de péptidos. 
El fraccionamiento de proteínas se basa principalmente en métodos cromatográficos y 
electroforéticos. Entre los cromatográficos se destacan el intercambio iónico, la exclusión 
molecular, las interacciones hidrofóbicas, así como la combinación de dos o más de estos 
métodos. Por otra parte, la electroforesis bidimensional es la metodología con mayor poder 
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resolutivo utilizada para la identificación de proteínas en mezclas complejas. Su principal 
desventaja es la incompatibilidad con proteínas hidrofóbicas, entre las que son representativas 
las proteínas de membrana6. También el fraccionamiento subcelular logra que las proteínas 
presentes en orgánulos celulares específicos se puedan aisladar del resto del proteoma, por lo 
que frecuentemente se utiliza como antesala de la electroforesis bidimensional7. 
3.2.1. Electroforesis bidimensional 
La electroforesis bidimensional (2DE) es una técnica poderosa y ampliamente usada para el 
análisis de mezclas complejas de proteínas. Esta técnica separa las proteínas basándose en la 
utilización de dos principios físicos: la carga y el peso. En una primera dimensión se separan 
las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pI), implementando la focalización isoeléctrica 
(IEF); la segunda dimensión separa las proteínas de acuerdo con su peso molecular a través de 
la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de un detergente aniónico muy 
potente, el dodecil sulfato de sodio SDS (SDS-PAGE). Cada mancha o “spot” resultante 
generalmente se corresponde con una proteína en la muestra. De esta forma se pueden separar, 
en un solo experimento, miles de proteínas, obteniendo información acerca de su pI, peso 
molecular, así como de la variedad y abundancia de las proteínas presentes. 
Para los organismos cuyos genomas han sido ya secuenciados es posible calcular su proteoma 
teórico. Estos abarcan aproximadamente desde pI 3 hasta pI 12-13 y desde 1-2 hasta 
aproximadamente 500 kDa. Pero la mayor parte (posiblemente alrededor del 70-80%) de las 
proteínas están concentradas en una zona más estrecha, que va aproximadamente entre pI 3.5 y 
pI 10 y masa entre 10 y 100 kDa8. Esta es la zona que generalmente se estudia con las técnicas 
de electroforesis bidimensional. Otro elemento tiene que ser considerado: el grado de 
hidrofobicidad de las proteínas, el cual presenta una alta variabilidad. Las proteínas 
hidrofóbicas abundan en las membranas, y tienen regiones o dominios cuyas propiedades de 
solubilidad son más cercanas a las de los polímeros orgánicos convencionales que a las de las 
proteínas globulares hidrosolubles. Este tipo de moléculas no son buenos candidatos para ser 
analizados por electroforesis bidimensional, aunque continuamente se trabaja para superar esta 
limitación9. Se estima que el 30% de las proteínas totales de una célula son de membrana y 
solamente alrededor de un 1% de las proteínas integrales de membranas han sido identificadas 
en geles bidimensionales10. Por ello, generalmente las poblaciones estudiadas por 2-DE están 
sesgadas hacia las moléculas más hidrofílicas, mientras que las proteínas hidrofóbicas se 
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analizan preferentemente mediante combinaciones de técnicas cromatográficas y de SDS-
PAGE o mediante su conversión previa a mezclas de péptidos. 
También se sabe que la resolución de las proteínas por 2DE aumenta a medida que la cantidad 
de proteínas aplicada disminuye11. Esto a su vez impide la visualización de las proteínas 
minoritarias de la mezcla proteica, que pueden resultar enmascaradas por las más abundantes.  
A pesar de las limitaciones descritas, la electroforesis bidimensional tiene la mayor capacidad 
resolutiva entre todos los métodos multidimensionales (por encima de 10.000 especies 
proteicas12), por lo que aún es la técnica más usada para el análisis de proteomas, tanto para la 
identificación de proteínas como en estudios de proteómica comparativa.  
3.2.2. Espectrometría de masas 
La electroforesis bidimensional fue descrita por O´Farrell13 y Klose14 en 1975, pero solo fue 
posible combinarla con la espectrometría de masas desde los inicios de la década del 90. La 
espectrometría de masas era una técnica analítica establecida para la caracterización de los 
compuestos orgánicos desde finales de la década de los 50, pero los métodos de ionización 
disponibles hasta 1981 no eran aplicables a las llamadas biomoléculas (péptidos, proteínas, 
carbohidratos y ácidos nucleicos), por cuanto exigían la evaporación previa de la muestra.  
En 1989, John Fenn15 publica la aplicación de la ionización por electronebulización 
(electrospray ionization, ESI) para el estudio de péptidos, proteínas y otras biomoléculas. Un 
año antes Koichi Tanaka había publicado un nuevo método de ionización conocido como 
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization)16. Poco después Michael Karas y Franz 
Hillenkamp publican varias aplicaciones del MALDI en el campo de las proteínas17. Fenn y 
Tanaka recibieron el premio Nobel de Química en el 2002 por estos descubrimientos. 
Estos dos métodos de ionización suave revolucionaron completamente la aplicación de la 
espectrometría de masas al campo de las biomoléculas. En apenas diez años la espectrometría 
de masas se convirtió en el método más poderoso para el análisis y la caracterización de 
péptidos y proteínas. La espectrometría de masas es hoy en día la herramienta más empleada 
en los estudios de proteómica para la identificación de las proteínas, por su muy elevada 
sensibilidad y capacidad de determinar modificaciones postraduccionales. 
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El MALDI emplea un láser ultravioleta para suministrar la energía capaz de ionizar el 
compuesto. Previamente la muestra se mezcla con una matriz; dicha matriz es un elemento 
muy importante y está constituida por compuestos insaturados (ácido sinapínico, ácido 2,5 
dihidroxibenzoico (DHB), ácido 4-hidroxi-a-cianocinámico, etc.) capaces de absorber 
fuertemente energía a la longitud de onda del láser irradiante. De esta forma, la matriz absorbe 
la mayor parte de la energía suministrada que de otra forma destruiría la muestra totalmente y 
facilita la ionización del compuesto que se desea analizar. 
Tanto el MALDI como el ESI son métodos de ionización suave, esto es, la energía 
suministrada a la muestra es relativamente baja. Los compuestos son ionizados sin que ocurra 
la fragmentación de las moléculas como es el caso de la ionización por impacto electrónico, el 
método de ionización más usado para el estudio de moléculas orgánicas. 
En ambos métodos de ionización, MALDI y ESI, un péptido adquiere una carga positiva o 
negativa por adición o eliminación de protones respectivamente, dando lugar a los iones 
pseudo-moleculares que corresponden a la masa molecular del péptido más (o menos en el 
caso de iones negativos) la masa de uno o varios protones. Si se adiciona un protón la carga del 
péptido será unitaria, y si se adicionan varios protones se obtendrán iones multicargados. En el 
MALDI los iones son fundamentalmente monocargados mientras que en el ESI los iones son 
usualmente multicargados. En principio es posible estudiar los iones positivos o negativos, 
aunque es mucho más frecuente la espectrometría de masas de iones positivos.  
3.2.3. Fraccionamiento subcelular 
El fraccionamiento celular por centrifugación diferencial se emplea como un método válido 
para simplificar el proteoma en estudio. Este método es bien conocido en el análisis 
bioquímico clásico y fue desarrollado a finales de la década del cincuenta por el grupo de 
investigación de Duve y colaboradores18. Por este procedimiento se puede aislar, centrifugando 
en distintas condiciones, orgánulos subcelulares en una forma bastante pura. 
El paso inicial en la purificación de las estructuras subcelulares es la ruptura de la membrana 
plasmática y la pared celular, en el caso de que estén presentes. En primer lugar, las células se 
suspenden en una solución de pH y salinidad adecuadas, por lo general sacarosa isotónica (0,25 
M) o una combinación de sales similar en composición a la del interior de la célula. Muchas 
células se pueden romper por agitación de la suspensión celular en una licuadora de alta 
velocidad o por su exposición a sonidos de alta frecuencia (ultrasonidos). Las membranas 
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plasmáticas también pueden ser rotas por homogeneizadores de tejidos a presión, en los que las 
células se ven obligadas a pasar a través de un espacio muy estrecho entre el pistón y la pared 
del vaso. En general, la solución de células se mantiene a bajas temperaturas para conservar 
mejor las enzimas y otros componentes después de su liberación de las fuerzas de 
estabilización de la célula. También se añaden inhibidores de proteasas, proteínas que puedan 
servir de sustratos alternativos para estas proteasas, agentes protectores de grupos funcionales 
presentes en algunos aminoácidos y otros que garantizan la estabilidad de las actividades de los 
extractos proteicos obtenidos. 
La fracción impura obtenida se coloca sobre la parte superior de una solución que contiene un 
gradiente de una sustancia densa no iónica, como la sacarosa o glicerol. El tubo se centrifuga a 
alta velocidad durante varias horas, permitiendo que cada orgánulo migre a una posición de 
equilibrio, donde la densidad del líquido que rodea es igual a la densidad de la partícula19. De 
esta forma se van obteniendo distintas fracciones en orden de densidad, consecuentemente con 
el aumento de las velocidades de centrifugación, hasta obtener el material deseado en cada 
caso. 
3.3. Proteómica de cloroplasto 
Se estima que el cloroplasto contiene entre 2.500 y 3.500 proteínas aproximadamente20. Estas 
estimaciones se han basado principalmente en la predicción in silico utilizando algoritmos 
matemáticos, como TargetP21. Desafortunadamente, estos programas, si bien son relativamente 
útiles, tienen un alto rango de error22, 23. En consecuencia, se ven limitados en su capacidad 
para predecir cuál es el compartimento subcelular o membrana en los que se encuentra una 
proteína desconocida. Por ello, la identificación y caracterización de proteínas específicas en la 
envoltura del cloroplasto sigue siendo un reto importante en el estudio de las plantas24. La 
secuenciación completa del genoma de Arabidopsis thaliana25 y el rápido desarrollo alcanzado 
en la espectrometría de masas han hecho posible analizar específicamente los proteomas de los 
compartimentos subcelulares de los cloroplastos, incluyendo las envolturas. Sobre tilacoides de 
cloroplasto se han desarrollado diversos estudios de proteómica. Los métodos empleados en 
estos estudios se basaron en electroforesis bidimensional (2DE) con técnicas isoelectroenfoque 
o blue-native para la primera dimensión y SDS-PAGE para la segunda, seguida de la digestión 
enzimática y posterior identificación de proteínas por espectrometría de masas20, 26, 27. Sin 
embargo, con respecto a las envolturas de cloroplasto hay muchos menos estudios publicados28, 
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29,. Un análisis de las proteínas integrales de membrana de cloroplasto en espinaca fue 
realizado utilizando una electroforesis monodimensional (1D), lo que permitió la 
caracterización de varias proteínas de transporte30. 
En el 2003, Froehlich y colaboradores2 realizan el primer trabajo sobre envoltura de 
cloroplasto de Arabidopsis thaliana utilizando dos métodos distintos: tecnología de 
identificación multidimensional de proteínas off-line (MudPIT)31, 32 y electroforesis 
monodimensional (1D) seguida de LC-MS/MS. Debido a que estos 2 métodos son 
complementarios pero independientes, los datos derivados de estos se combinaron para 
asegurar una cobertura significativa del proteoma de la envoltura cloroplástica. Se identificaron 
un total de 392 proteínas entre los 2 métodos, de las que 134 proteínas (34,2%) fueron 
identificadas por ambos métodos, mientras que 109 proteínas (27,8%) fueron identificadas 
exclusivamente por la electroforesis monodimensional y las restantes 149 (38%) fueron solo 
identificadas por MudPIT. 
En el año 2003 Ferro y colaboradores33 probaron varios métodos de purificación de membrana 
de cloroplasto en Arabidopsis thaliana para intentar comprender la maquinaria bioquímica de 
la envoltura de los cloroplastos. Aplicaron diversos procedimientos de extracción 
(cloroformo/metanol y tratamientos con NaOH y NaCl) para obtener preparaciones de 
envoltura cloroplástica de alta pureza. A pesar de que el genoma de Arabidopsis thaliana está 
completamente secuenciado, lo que es una ventaja fundamental para estudios de proteómica, 
no es siempre el mejor modelo si no se logra conseguir una alta pureza en las fracciones del 
orgánulo que se desea analizar. Utilizando el método de extracción descrito por este grupo, se 
identificaron más de 100 componentes de alta hidrofobicidad: entre ellos, varios 
transportadores de iones y metabolitos e importadores de proteínas y proteasas, proteínas 
implicadas en el metabolismo de ácidos grasos, glicerolípidos, vitaminas y pigmentos, así 
como muchas otras proteínas de función y localización subcelular hasta entonces desconocida. 
La identificación de estas proteínas se discutió ampliamente con respecto a su ubicación en los 
cloroplastos y sus implicaciones en el metabolismo. 
En el año 2010, el mismo grupo de Ferro34 desarrolló un trabajo sin precedentes, siendo el 
primer estudio dirigido específicamente a describir la localización precisa de las proteínas 
basadas en estudios de proteómica en los tres principales compartimientos de los cloroplastos: 
estroma, tilacoides y envolturas. Este trabajo proporcionó muchos datos para un mejor 
entendimiento de las funciones respectivas de estos compartimientos dentro de la multitud de 
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funciones de los cloroplastos, y se desarrolló utilizando hojas de Arabidopsis thaliana y LC-
MS/MS. Se obtuvo una gran cantidad de información sobre las proteínas presentes en 
cloroplastos altamente purificados y en sub-fracciones, y se estableció una base de datos. Dicha 
base de datos contiene 1323 proteínas cloroplásticas, y proporciona además información 
detallada del proteoma, incluyendo la secuencia de péptidos, peso molecular, tiempos de 
retención cromatográficos y datos de identificación por MS/MS. Esta información fue muy útil 
en experimentos encaminados a comparar proteomas de cloroplastos de mutantes y controles 
de Arabidopsis thaliana35. En el mismo trabajo se evaluó, por primera vez en un mismo 
conjunto de experimentos, la localización específica de proteínas en la envoltura, tilacoides y 
estroma, permitiendo así la comparación directa de los proteomas de cada compartimiento. 
Esto fue posible porque lograron preparar subfracciones de cloroplastos con bajo nivel de 
contaminación cruzada. La mayoría de las bases de datos de proteómica de los cloroplastos 
provee más información acerca del proteoma de los tilacoides y del estroma que de la 
envoltura, por lo que el citado trabajo presta mayor atención a la envoltura. El proteoma de la 
envoltura fue analizado con un gran nivel de sensibilidad, usando una combinación de 
fracciones de membrana y de identificaciones basadas en MS/MS, lo que mejoró la dinámica 
del rango de detección de las proteínas traza de la envoltura cloroplástica. Para explorar estos 
datos se realizaron anotaciones de la localización subcelular y de las funciones de todas las 
proteínas identificadas. Datos de experimentos combinados se utilizaron para asignar la 
localización subplastidial de estas proteínas, validando componentes de la envoltura genuinos y 
eludiendo la contaminación cruzada. El estudio proporcionó una información inesperada acerca 
de localización de algunas proteínas del los plastidios y subplastidios que no se sabía estaban 
asociadas a estos sistemas de membrana y permitieron una revisión del metabolismo y las 
funciones de los cloroplastos. 
3.4. Guisante (Pisum sativum L.) 
En el presente proyecto se ha elegido como planta modelo el guisante. El guisante (Pisum 
sativum L.) es una leguminosa fijadora de nitrógeno, de clima frio, de la familia Fabaceae. 
Dado su poder nutricional y los beneficios asociados a su consumo es cultivada en más de 6,7 
millones de hectáreas en todo el mundo, con una producción total estimada de unas 10,3 
millones de toneladas36. 
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La planta del guisante es una liana trepadora anual que puede alcanzar hasta 2 metros de altura. 
Presenta tallos delgados, sin alas. Las hojas están compuestas por foliolos en pares de 1 a 3 por 
cada una de ellas, son pecioladas, y están rodeadas en su base por grandes brácteas que abrazan 
el tallo y superan con mucho el tamaño de los foliolos. Las hojas y tallos están terminados en 
zarcillos ramificados, dobles o sencillos, que la planta utiliza para poder trepar o agarrarse a 
cualquier lugar que le permita sostener su peso. Las flores se encuentran agrupadas en 
inflorescencias racemosas al final de los pedúnculos florales, más cortos que las hojas, que 
nacen de la base de las brácteas. Los frutos son vainas de hasta 10 cm de longitud de color 
verde, y en el interior de las vainas se encuentran las semillas (guisantes) en un número de 4 a 
10 que pueden ser lisas o rugosas dependiendo de la variedad. El sistema radicular es poco 
desarrollado en conjunto, aunque posee una raíz pivotante que puede llegar a ser bastante 
profunda. 
El guisante, a pesar de no haber sido muy estudiado, es un modelo a seguir cuando se desean 
hacer estudios de genómica, metabolómica y proteómica ya que es una planta de pequeño 
tamaño y periodo corto de crecimiento. Además, para esta especie se han descrito protocolos 
de fraccionamiento subcelulares que brindan un alto grado de pureza para algunos 
compartimentos específicos. En particular, es posible obtener preparaciones puras de envoltura 
cloroplástica externa e interna en un estadío muy joven de la planta.  
La fotosíntesis es el principal sumidero de energía de las plantas, y al desarrollarse dentro del 
cloroplasto la entrada y salida de los sustratos, intermediarios, cofactores y productos que 
intervienen en esta importante ruta metabólica está regulada estrictamente por las envolturas 
cloroplásticas. Ancladas o internamente en dichas envolturas se encuentran proteínas, 
transportadores, canales y otros mecanismos que hacen posible mantener el equilibrio de estos 
compuestos entre el estroma y el citosol. Ante un estado de estrés, como la toxicidad de algún 
nutriente en el medio o deficiencia de otros, la planta estará obligada a modificar la expresión 
génica de algunas de estas proteínas, así como la actividad y especificidad por sustratos de 
algunas enzimas. Conocer la composición proteica aproximada de cada una de las envolturas 
cloroplásticas en estado normal y en condiciones experimentales conocidas nos permitirá saber 
cómo modifica la planta las expresiones de estas proteínas en un estado dado y con qué fin se 
producen estas variaciones. 
Tomando como base las ideas anteriores y conociendo las potencialidades de la electroforesis 
bidimensional, a pesar de tener limitaciones para su utilización en proteínas de membrana, se 
                                                                                                                                                  Introducción 11  
 
ha decidido utilizar esta técnica para la caracterización del proteoma de envoltura de 
cloroplasto de guisante, lo que nos ha llevado a desarrollar este trabajo.                       
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4. Objetivos 
4.1. Objetivo general 
¾ Caracterizar los proteomas de las envolturas cloroplásticas externa e interna por medio 
de técnicas  de electroforesis bidimensional y espectrometría de masas. 
4.2. Objetivos específicos 
¾ Aislamiento de envoltura externa e interna de cloroplasto de guisante de alta pureza. 
¾ Evaluación de diferentes agentes precipitantes de proteínas y tampones de 
solubilización para optimizar un protocolo de extracción de proteínas compatible con la 
electroforesis bidimensional y con buen rendimiento de la muestra. 
¾ Obtención de geles bidimensionales de envoltura interna y externa de guisante con 
buena reproducibilidad. 
¾ Caracterización del proteoma de la envoltura interna y externa de cloroplasto de 
guisante, identificando los spots obtenidos por técnicas de espectrometría de masas.  
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5. Materiales y Métodos 
5.1. Material biológico  
Las plantas de guisante (Pisum sativum L., cv. “Arvica”, Praga, Republica Checa) fueron 
crecidas durante 10 días en arena, regadas con agua en un invernadero bajo un régimen de 16 
horas de luz (220 Pmol m-2 s-1)/8 horas de oscuridad a 21 ºC. 
5.2. Obtención de las envolturas cloroplásticas interna y externa 
Las membranas externas e internas se extrajeron según lo descrito por Waegemann en el año 
199537. Los precipitados obtenidos, tanto de membrana interna como externa, se 
resuspendieron en 10 mM de NaPO4 pH 7,9 y se conservaron a -80 ºC para su posterior 
análisis. 
5.3. Obtención de extracto proteico 
5.3.1. Purificación de proteínas con fenol 
A 5 PL de muestra se añadieron 100 PL de solución A (fenol saturado con Tris HCl 0,1 M pH 
8,0; 5 mM de E-mercaptoetanol). La mezcla se agitó y el homogeneizado se centrifugó a 5000 
g durante 15 min a 4ºC. La fase fenólica fue lavada con 100 PL de solución B (Tris HCl 0,1 M 
pH 8,0 saturado con fenol, 5 mM de E-mercaptoetanol) y centrifugada en las condiciones 
previamente descritas. Seguidamente, se recuperó la fase fenólica y las proteínas se 
precipitaron añadiendo 5 volúmenes de acetato de amonio 0,1 M en metanol y manteniendo la 
muestra a -20 ºC durante toda la noche. Las muestras se centrifugaron a 5000 g durante 15 min 
a 4 ºC para recuperar el precipitado de proteínas, que se lavó tres veces con metanol frío, y 
finalmente se secó bajo corriente de N2. 
5.3.2. Purificación de proteínas con acetona/E-mercaptoetanol 
A 20 PL de la muestra se le añadieron cuatro aquivalentes (80 PL) de reactivo precipitante 
(80% acetona, 0,07% E-mercaptoetanol) y se incubó toda la noche a -20 ºC. Luego se 
centrifugó durante 15 min a 5000 g a una temperatura de 4 ºC para recuperar el precipitado de 
proteínas, que se lavó tres veces con acetona y finalmente se secó bajo una corriente de N2. 
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5.3.3. Purificación de proteínas con TCA/acetona 
A 20 PL de la muestra se le añadieron cuatro aquivalentes (80 PL) de reactivo precipitante 
(10% ácido tricloroacético en acetona) y se incubó toda la noche a -20 ºC. Luego se centrifugó 
durante 15 min a 5000 g a una temperatura de 4 ºC para recuperar el precipitado de proteínas, 
que se lavó tres veces con acetona y finalmente se secó bajo una corriente de N2. 
5.3.4. Solubilización de proteínas 
Los precipitados de proteínas obtenidos fueron solubilizados en 20 μL de tampón Hippler26 
(thiourea 2 M, urea 8 M, CHAPS 4%, Tris Base 20 mM, DTT 50 mM, β-DDM 0,05%, PMSF 
2 mM, IPG tampón 0,5%) o RS (tiourea 2 M, urea 7 M, Triton X-100 0,4%, CHAPS 4%, DTT 
60 mM, IPG tampón1%) según sea el caso. La solubilización se desarrolló en agitación durante 
2 h a una temperatura de 38º C. Luego se tomaron 5 PL  de la solución obtenida, se le 
añadieron 15 PL  de tampón LB descrito por Laemmli y colaboradores en el año 197038 (0,2 M 
Tris-HCl, pH 6,8; 20% glicerol, Urea 6 M, SDS 10%) y se calentaron durante 1 min a 100 ºC 
para posteriormente aplicarlas en un gel monodimensional de poliacrilamida al 12% (SDS-
PAGE). En el caso de las muestras que no se precipitaron se partió de 5 PL del extracto de 
envolturas que se solubilizaron en 15 PL de medio LB y se calentaron a 100 ºC durante 1 min 
para luego realizar la SDS-PAGE. Esto nos garantiza una posible comparación en cuanto a 
rendimiento de los métodos. 
5.4.  Cuantificación de proteínas 
Las proteínas presentes en las muestras fueron cuantificadas según el método de Bradford. Se 
realizó una curva patrón utilizando BSA como estándar. La reacción se desarrolló durante 15 
min a temperatura ambiente y en oscuridad y finalmente se midió la absorbancia a 595 nm en 
un espectrofotómetro Shimadzu (UV 2450). La concentración de proteína en la muestra se 
calculó por interpolación en la recta de calibrado de BSA. Las muestras se midieron por 
duplicado, utilizando además dos diluciones distintas. 
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5.5. Electroforesis bidimensional 
5.5.1. Focalización isoeléctrica 
Los extractos de proteínas se separaron mediante electroforesis bidimensional desnaturalizante. 
La primera dimensión es una focalización isoeléctrica, que se desarrolló en un Protean IEF 
system (Bio-Rad), según los métodos descritos por Andaluz y colaboradores en el 200639. Las 
proteínas de la muestra se separaron de acuerdo a su punto isoeléctrico utilizando tiras IPG 
ReadyStrip de Bio-Rad, con un gradiente lineal de pH de 5-8 para las muestras de envoltura 
externa y un gradiente lineal de pH de 3-10 para el caso de las muestras de envoltura interna. 
Las tiras fueron rehidratadas toda la noche a 20 ºC con un volumen de 125 μL conteniendo 80 
μg de proteínas totales de envoltura externa o 45 μg de proteínas de envoltura interna, ambas 
disueltas en tampón Hippler (thiourea 2 M, urea 8 M, CHAPS 4%, Tris Base 20 mM, DTT 50 
mM, β-DDM 0,05%, PMSF 2 mM, IPG tampón 0,5%) y trazas de azul de bromofenol. Las 
proteínas se focalizaron a 20 ºC, hasta un total de 14000 V.h, en las condiciones descritas por 
Rodríguez-Celma y colaboradores en el 201140.  
5.5.2. Equilibrado de las tiras de IEF 
Después de la primera dimensión, las tiras de IEF fueron equilibradas y sometidas a un proceso 
de reducción y alquilación durante 10 min en tampón de equilibrado I (6 M urea, 0,375 M Tris, 
pH 8,8, 2% (p/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 2% (p/v) DTT), y durante otros 10 min en tampón 
de equilibrado II (6 M urea, 0,375 M Tris, pH 8,8, 2% (p/v) SDS, 20% (v/v) glicerol, 2.5% 
(p/v) iodoacetamida).  
5.5.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 
La segunda dimensión, SDS-PAGE, se realizó en geles de acrilamida al 12% de 8 x 10 x 0.1 
cm. Las tiras de IEF, previamente equilibradas, se colocaron sobre el gel PAGE y se selló la 
unión entre ambos geles con agarosa al 0,5%. La electroforesis SDS-PAGE se llevó a cabo 
durante aproximadamente 1,5 h a 20 mA por gel a 4 ºC. El tampón de electroforesis estaba 
compuesto por Tris-Base 25 mM; 1,92 M de glicina y 0,1% de SDS. 
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5.6. Tinciones 
5.6.1. Tinción con Coomassie coloidal 
Las proteínas fueron fijadas en los geles mediante incubación durante 1 h en 50% metanol y 
2% de ácido fosfórico. Después de 3 lavados con agua de 20 min cada uno, se añadió la 
solución de pre-tratamiento compuesta por 33% metanol, 17% sulfato de amonio y 2% de 
ácido fosfórico, en la que se incubaron los geles durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se 
agregó un volumen correspondiente al 6% del anterior, conteniendo 33% metanol y 11% 
Coomassie G-250 (SERVA) y se incubó durante 3 h. Finalmente, el gel se lavó con agua Milli-
Q hasta obtener un buen contraste entre las manchas y el fondo del gel. Los geles se 
escanearon inmediatamente y se conservaron en ácido acético al 2%. 
5.6.2. Tinción con Plata 
La tinción se realizó de acuerdo a Heukeshoven y Dernick41. La fijación de proteínas se realizó 
incubando el gel 20 min en una solución de 50% metanol, 12% ácido acético y 0,05% 
formaldehído, seguida de tres lavados de 20 min con 50% etanol. Posteriormente se añadió la 
solución de pre-tratamiento con 0,02% tiosulfato de sodio durante 1 min y se realizaron 3 
lavados de 30 s con agua. A continuación, se incubó durante 10 min en la solución de tinción 
0,2% nitrato de plata y 0,075% de formaldehído, y se realizaron 2 lavados de 2 s con agua. El 
revelado del gel se realizó incubando en 6% de carbonato de sodio, 2% de la solución de pre-
tratamiento y 0,05% de formaldehído hasta que se vieron los spots con la intensidad deseada. 
La reacción se paró añadiendo una solución 50% metanol y 12% ácido acético durante 10 min 
aproximadamente. Posteriormente el gel se conservó en agua. 
5.7. Análisis de imagen 
Los geles se escanearon y la imagen resultante se analizó mediante el software PDQuest 8.0 de 
Bio-Rad. Se consideraron spot consistentes aquellos que se encontraban presentes en los 8 
geles de cada muestra (tanto en los casos de la envoltura externa como la interna). 
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5.8. Identificación de las proteínas 
5.8.1. Excisión de los spots 
Después del análisis de imagen los spots consistentes fueron escindidos con un aparato 
ExQuest Bio-Rad, utilizando un diámetro de muestra de 1 mm, y recogidos en 50 Pl de agua 
Milli-Q. 
5.8.2. Digestión enzimática de las proteínas presentes en los spots 
Los spots fueron lavados en una solución 120 mM NH4HCO3 y 40% acetonitrilo en agitación 
durante 30 min. A continuación, se deshidrataron con acetonitrilo al 100% y se secaron al aire 
para su posterior rehidratación con la solución tríptica (Promega V5113). La digestión se 
desarrolló durante 4 horas a 37 ºC con agitación y se detuvo mediante acidificación del medio 
con TFA al 1%. 
5.8.3. MALDI-TOF e identificación  
La mezcla de péptidos obtenidos de la digestión de cada spot se analizó por espectrometría de 
masas, para su posterior identificación por comparación con bases de datos. Las muestras se 
analizaron inicialmente por MALDI-TOF (Shimadzu AXIMA-CFR) con el programa 
Shimadzu Biotech MALDI-MS que también se utilizó para el análisis de los espectros. La 
identificación se realizó utilizando el programa Mascot PMF (http://www.matrixscience.com). 
Se estudiaron los péptidos presentes en el rango de 700 a 4000 m/z. Las modificaciones 
incluidas fueron la oxidación y la carboxiaminometilación, se asumió 0 posibilidad de “missed 
cleavages” y una tolerancia en la masa del péptido de 0,6 Da. La base de datos utilizada fue 
NCBInr Viridiplantae (889962 sequences). 
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6. Resultados y Discusión 
6.1. Optimización del protocolo de extracción de proteínas 
Las muestras de proteínas fueron cuantificadas por el método de Bradford. Las concentraciones 
obtenidas estuvieron en el rango 1,5 a 2,8 µg µL-1, indicando que el rendimiento de obtención 
de membranas fue adecuado. La cantidad de proteína obtenida fue suficiente para la realización 
del análisis por electroforesis bidimensional. Una vez conocida la concentración de proteínas 
presente en los extractos de envoltura interna y externa del cloroplasto se procedió a optimizar 
los pasos de purificación y resolubilización de las proteínas, con el fin de eliminar sales y 
compuestos incompatibles con las condiciones de la focalización isoeléctrica que se iba utilizar 
como primera técnica de separación de proteínas. 
Se realizaron varias pruebas de purificación de proteínas de los extractos de membrana 
cloroplástica obtenidos por el método descrito. Se utilizaron cuatro métodos de purificación: 
(1) precipitación con 10% ácido tricloroacético (TCA) en acetona y resolubilización en tampón 
SDS-LB, (2) precipitación en 80% acetona, 0,07% E-mercaptoetanol y resolubilización en 
SDS-LB, (3) extracción de proteínas con fenol y resolubilización en SDS-LB y (4) 
solubilización directa en tampón LB sin precipitación previa (Figura 2). 
 
Figura 2. Diseño experimental para elegir el mejor agente precipitante. (1) TCA al 10% en acetona; (2) acetona al 
80% y β-mercaptoetanol 0,07%; (3) precipitación con fenol; (4) sin precipitación. 
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Para comprobar la eficacia de la purificación se analizaron las muestras en geles 
monodimensionales desnaturalizantes SDS-PAGE usando un 12% de acrilamida. Para la 
visualización de las proteínas se realizó la tinción con plata (Figura 3). 
 
Figura 3. Electroforesis SDS-PAGE de las pruebas de precipitación realizadas a las muestras de membrana. (1) 
TCA al 10 % en acetona; (2) acetona al 80% y β-mercaptoetanol 0,07%; (3) precipitación con fenol; (4) sin 
precipitación. 
En la Figura 3 se observa que los procedimientos de purificación por precipitación con TCA 
(carril 1) y extracción con fenol (carril 3) produjeron una disminución del número e intensidad 
de las bandas obtenidas en los geles al compararlo con la muestra aplicada directamente (carril 
4), sugiriendo la existencia de pérdidas de muestra en el proceso de purificación. El protocolo 
de purificación con mejor rendimiento fue la precipitación con β-mercaptoetanol (carril 2) al 
comprarlo con la muestra aplicada directamente. Basándonos en estos resultados se decidió 
utilizar como método de purificación la precipitación con 80% acetona, 0,07% β-
mercaptoetanol. Sin embargo, al comparar los carriles 2 y 4 de la Figura 2, observamos que el 
método de purificación elegido todavía conlleva una disminución en la intensidad de 
determinadas bandas en el gel, por lo que se decidió optimizar el protocolo utilizando un 
tampón de solubilización con mayor capacidad de solubilizar proteínas de membrana. 
Basándonos en los resultados anteriores, en la segunda etapa de optimización se utilizó la 
precipitación con acetona al 80% y E-mercaptoetanol 0,07% seguida de la resolubilización en 
dos condiciones: (1) tampón Hippler y (2) tampón RS (tiourea 2 M, urea 7 M, Triton X-100 
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0,4%, CHAPS 4%, DTT 60 mM, IPG tampón 1%). El tampón RS contiene menos tiourea pero 
presenta otros detergentes que pueden ayudar a la solubilización de las proteínas más 
hidrofóbicas. Como control se utilizó la muestra obtenida directamente sin precipitar y una vez 
diluida a la concentración adecuada se aplicó directamente en el gel de poliacrilamida al 12%. 
Para poder comparar la intensidad de las bandas de proteínas y obtener una idea fiable del 
rendimiento del método se partió de 20 µL de muestra de membrana que se precipitó y se 
resuspendió en el mismo volumen de partida (20 µL) del tampón seleccionado en cada caso. 
De las tres muestras se utilizaron 5 µL para la electroforesis monodimensional (Figura 4). La 
estrategia descrita se muestra en el siguiente esquema. 
 
Figura 4. Diseño experimental para elegir el sistema de trabajo final para las muestras de membrana 
cloroplásticas. (1) acetona al 80% y β-mercaptoetanol 0.07% y solubilización con RS; acetona al 80% y β-
mercaptoetanol 0,07% y solubilización con Hippler; sin precipitación. 
Para comprobar la eficacia del segundo paso de optimización basado en el uso de dos tampones 
de solubilización distintos, se analizaron las muestras en geles monodimensionales 
desnaturalizantes SDS-PAGE con un 12% de acrilamida. La visualización de las proteínas se 
realizó mediante tinción con plata como se muestra en la Figura 5. 
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Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE de las pruebas de resuspención realizadas a las muestras de membrana. (1) 
acetona al 80% y β-mercaptoetanol 0,07% y solubilización con RS; (2) acetona al 80% y β-mercaptoetanol 0,07% 
y solubilización con Hippler; (3) sin precipitación.  
Al comparar la cantidad e intensidad de bandas obtenidas en el gel monodimensional 
utilizando los distintos tampones de solubilización (carriles 1 y 2, Figura 5) con la muestra 
control (carril 3, Figura 5) se observó una disminución tanto en la cantidad como en la 
intensidad de las bandas en la muestra solubilizada con tampón RS (carril 3). De este modo 
podemos concluir que la precipitación con acetona al 80% y E-mercaptoetanol 0,07% 
combinada con la resuspensión de las proteínas en tampón Hippler (carril 2, Figura 5) es la 
estrategia que mayor rendimiento nos aporta para ambos tipos de muestras.  
6.2. Optimización de la electroforesis bidimensional 
Una vez establecido el protocolo de purificación se realizó una primera electroforesis 
bidimensional, aplicando 15 µg de proteína en cada gel y utilizando la precipitación con 
acetona al 80% y E-mercaptoetanol 0,07% y la resuspensión en 125 µl de tampón Hippler en 
las condiciones descritas en la sección anterior. En ambos casos se utilizaron geles de 
focalización de un rango de pI entre 3 y 10. Los correspondientes geles teñidos con plata se 
muestran en la Figura 6.  
                                                                                                                                  Resultados y Discusión 22  
 
 
Figura 6. Electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura de cloroplasto precipitando con acetona al 80% y 
β-mercaptoetanol 0,07% y solubilizando con tampón Hippler. Se parte de 15 µg de proteína en cada caso. A- 
Envoltura externa; B- Envoltura interna. 
Al realizar la tinción de estos geles se sobreexpuso el revelado con el fin de ver cuan limpio 
estaba el fondo del gel. En los geles (Figura 6) se observa que existen arrastres en ambas 
dimensiones, especialmente en la primera dimensión, indicando la existencia de impurezas en 
la muestra. Estas impurezas son probablemente consecuencia de la manipulación de la muestra 
durante el proceso de purificación por precipitación y resolubilización, por lo que se decidió 
realizar un gel bidimensional evitando el paso previo de precipitación y ajustando el volumen 
de carga de la misma utilizando el tampón de Hippler. En los geles también se observó que la 
focalización de las proteínas en la muestra de envoltura cloroplástica interna es adecuada y los 
spots se localizan en la parte central del gel (panel B, Figura 6). Sin embargo, en el caso de la 
muestra de envoltura externa, los spots se encuentran principalmente en la zona de pI 5-9 
(panel A, Figura 6) por lo que se decidió cambiar el rango de pI de la primera dimensión en 
estas muestras a uno más adecuado, pI 5-8.  
La Figura 7 muestra los geles bidimensionales obtenidos con estas nuevas condiciones y 
revelando las proteínas con tinción con plata.  
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Figura 7. Electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura de cloroplasto aplicando directamente 15 µg de 
proteína solubilizadas en tampón Hippler en cada caso. A- Envoltura externa; B- Envoltura interna. 
La resolución obtenida con estas nuevas condiciones es muy buena, y los spots están muy 
distribuidos en el gel y bien focalizados. Además, aunque los geles se sobreexpusieron durante 
el revelado no se observó arrastre en ninguna de las dos dimensiones, por lo que se decidió 
continuar aumentando la cantidad de proteínas aplicada para favorecer la posibilidad de 
detectar proteínas minoritarias en la muestra. También se continuó usando un rango de pI de 3-
10 para las muestras de membrana interna y 5-8 para la membrana externa, dado que en esta 
última se obtuvo una mayor resolución y la cantidad de spots que se perderían serían pocos, no 
siendo así el caso de la membrana interna que presenta varias proteínas en rangos de pH 
cercanos a 3 y a 10. 
Después de varias pruebas, se decidió que la mejor resolución y mayor cantidad de proteínas 
posible a aplicar en cada caso sería de 45 µg para las muestras de membrana interna y 80 µg 
para la membrana externa. Dadas las cantidades de proteínas utilizadas, los geles se tiñeron con 
Comassie coloidal, puesto que facilita los análisis posteriores de identificación de proteínas por 
espectrometría de masas y además tiene una sensibilidad similar a la tinción por plata pero a 
diferencia de ésta es cuantitativo.  
6.3. Caracterización del proteoma de las envolturas cloroplásticas 
externa e interna 
En la caracterización del proteoma de las envolturas cloroplásticas se utilizaron dos muestras 
biológicas procedentes de dos aislamientos distintos. De cada muestra biológica se realizaron 
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cuatro réplicas técnicas, por lo cual se obtuvieron un total de 8 geles de cada una de las 
membranas.  
Geles representativos de cada una de las envolturas cloroplásticas de guisante obtenidos según 
el protocolo finalmente establecido se muestran en la Figura 8 (envoltura interna) y Figura 9 
(envoltura externa). 
 
Figura 8. Electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura interna de cloroplasto aplicando el protocolo 
descrito. 
 
Figura 9. Electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura externa de cloroplasto aplicando el protocolo 
descrito. 
En análisis de imagen se realizó utilizando el programa PDQuest 8.0, y se consideró un spot 
consistente aquel que estaba presente en los 8 geles. De esta forma se pudo obtener un total de 
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160 spots consistentes para el caso de las muestras de membrana interna (Figura 10) y 181 
spots consistentes para el caso de las muestras de membrana externa (Figura 11).  
 
Figura 10. Imagen virtual de los spots consistentes en la electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura 
interna de cloroplasto determinados con el PDQuest 8.0. 
 
Figura 11. Imagen virtual de los spots consistentes en la electroforesis bidimensional de proteínas de envoltura 
externa de cloroplasto determinados con el PDQuest 8.0. 
Como se puede apreciar en las Figuras 10 y 11, la cantidad de spots presentes en las muestras 
de membrana interna es algo menor que en la externa. Esto podría deberse a la diferencia en la 
cantidad de proteína aplicada en los geles. Uno de los inconvenientes de la electroforesis 
bidimensional es que al aumentar la cantidad de proteína aplicada disminuye la resolución, por 
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lo cual en el caso de membrana interna fue necesario reducir la cantidad de proteína y con esto 
se redujo la cantidad de spots obtenidos. La electroforesis bidimensional es un método muy 
robusto para separar proteínas en extractos o fluidos biológicos, pero las mezclas proteicas que 
provienen de membranas siempre presentan una mayor complejidad. Sin embargo, nuestros 
resultados indican que este método permite realizar una caracterización del proteoma y puede 
constituir una herramienta útil para futuros estudios. 
La identificación de las proteínas presentes en cada uno de estos spots se realizó inicialmente 
por MALDI-TOF. Se han generado 341 espectros de masas, los cuales están en proceso de 
análisis. Hasta el momento se han analizado 160 de estos espectros, 95 correspondientes a 
envoltura interna y 65 a envoltura externa con un total de 37 identificaciones positivas (Tabla 
1). En el caso de la envoltura interna se han identificado 29 proteínas, lo cual supone un 30% 
de éxito en la identificación (Figura 12); sin embargo sólo se han identificado 8 proteínas de 
envoltura externa lo cual representa un 12% (Figura 13). Este bajo porcentaje de identificación 
podría ser debido a la dificultad que presentan estas proteínas de membrana para su 
caracterización y descripción. 
 
Figura 12. Spots identificados por MALDI-TOF en envoltura interna de cloroplasto de guisante. 
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Figura 13. Spots identificados por MALDI-TOF en envoltura externa de cloroplasto de guisante. 
Entre de las proteínas identificadas, se encuentran algunas que están descritas como proteínas 
asociadas a membrana de cloroplasto como la ATP sintasa. Esto evidencia que tanto el 
protocolo de extracción como el método utilizado para solubilizar las proteínas y aplicarlas en 
la electroforesis mantienen la composición de la muestra, además de que en estas condiciones 
este tipo de proteínas se encuentran solubles.  
Se han identificado proteínas que indican las posibles funciones de las envolturas 
cloroplásticas en distintos procesos metabólicos tanto en síntesis como degradación, transporte 
y señalización. Un ejemplo claro de esto es la identificación de una nitrito reductasa en la 
envoltura externa lo cual nos da evidencia de la función que desempeña esta envoltura en el 
trasporte de nutrientes. La presencia de enzimas que participan en la síntesis de ATP y el 
equilibrio de las formas oxidadas y reducidas del NADP imprescindibles en los procesos de 
óxido-reducción es otra forma de demostrar la versatilidad de funciones de las envolturas 
cloroplásticas. 
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Tabla 1. Proteínas identificadas por MALDI-TOF. (MWth masa teórica; pIth punto isoeléctrico teórico) 
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La celulosa sintasa A que se ha identificado en envoltura externa es un ejemplo de 
metaloproteína. Esta utiliza el Zinc como cofactor, está involucrada en la biosíntesis de la 
celulosa y ha sido descrita como una proteína integral de membrana, esto nos demuestra que el 
método descrito puede ser capaz de identificar proteínas con cierto grado de hidrofobisidad.  
En general las proteínas identificadas hasta el momento son las que se encuentran de forma 
mayoritaria en estas envolturas. Por esta razón se prevee en el futuro  analizar por LC-MS/MS 
los spots no identificados al terminar el análisis de los 341 espectros. De esta forma estamos 
garantizando la sensibilidad de la detección de los péptidos trípticos obtenidos en cada uno de 
los spots y por tanto un aumento en el porcentaje de identificación de las proteínas. Además 
esta técnica nos permite obtener información complementaria a la obtenida por MALDI, pues 
permite fragmentar los péptidos obtenidos en la digestión tríptica, así como la búsqueda de 
identificaciones en bases de datos de EST de plantas, lo cual abre el espectro de posibles 
candidatos y muy probablemente supondrá un aumento en las identificaciones. Sin embargo, 
hay que indicar también que se trata de proteomas relativamente desconocidos por lo que la 
identificación por comparación con bases de datos está limitada y puede ser necesario en 
última instancia realizar secuenciación de novo. 
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7. Conclusiones 
¾ La purificación de las membranas cloroplásticas externa e interna por precipitación y 
posterior solubilización no es necesaria para realizar la electroforesis bidimensional. 
¾ El tampón Hippler presenta buena capacidad de solubilización de las proteínas de las 
envolturas de cloroplasto de Pisum sativum. 
¾ El protocolo descrito presenta la robustez necesaria para lograr buena reproducibilidad 
de los geles bidimensionales de las proteínas de envoltura de cloroplasto. Permitiendo 
detectar 160 y 181 spots consistentes en las membranas cloroplástica externa e interna 
respectivamente. 
¾ Los spots obtenidos en los geles bidimensionales se pueden identificar por técnicas de 
espectrometría de masas después de una digestión tríptica. 
¾ Las proteínas identificadas tanto en envoltura interna como externa nos permitirán 
estudiar el papel de las mismas en los procesos que se desarrollan en el cloroplasto y la 
célula en general. 
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